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RESUMEN 
 
Los cítricos en Nicaragua es uno de los cultivos  de importancia económica que  genera 24.5 
millones de dólares anuales. La citricultura de América latina y el Caribe  está siendo amenazada 
por la enfermedad conocida como Huanglongbing (HLB), considerada la más devastadora y es 
transmitida por el psílido Diaphorina citri. Otra enfermedad de importancia económica que 
requiere de  medidas fitosanitarias es la clorosis variegada de cítricos (CVC) producida por la 
bacteria  Xylella fastidiosa,   transmitida por insectos vectores de la familia Cicadellidae, además 
de propagarse por  material vegetal infectado.  El objetivo de la  investigación fue detectar 
mediante la técnica reacción en cadena de la polimerasa (PCR) las bacterias Candidatus 
liberibacter y  Xylella fastidiosa, así como la presencia de insectos vectores en el banco de 
germoplasma de cítricos INTA-Masatepe. En este estudio no se detectó la presencia de 
Candidatus Liberibacter sp, mediante la prueba de yodo y técnica molecular PCR   en hojas de 
cítrico. El mismo resultado se obtuvo para el caso del insecto vector Diaphorina citri mediante 
PCR.  Se detectó indicios de la presencia de la bacteria   Xylella fastidiosa en  siete muestras de 
tejido vegetal  y los insectos vectores  Homalodisca  itchthyocephala, Oncometopia clarior  y  
Graphocephala sp presentes en el cultivo de cítrico. 
Palabras claves:  Psilido, Cicadellidae, Vector. 
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ABSTRAC 
 
The citrus in Nicaragua is one of the crops of economic importance that generates 24.5 million 
dollars per year. The citrus industry of Latin America and the Caribbean is being threatened by 
the disease known as Huanglongbing (HLB), considered the most devastating and is transmitted 
by the psyllid Diaphorina citri. Another disease of economic importance that requires 
phytosanitary measures is the variegated citrus chlorosis (CVC) produced by the bacteria Xylella 
fastidiosa, transmitted by insect’s vectors of the family Cicadellidae, besides being spread by 
infected plant material. The objective of the research was the molecular detection of bacteria 
Candidatus liberibacter y  Xylella fastidiosa, as well as the presence of vector insects in the 
INTA-Masatepe citrus germplasm bank. In this study, the presence of Candidatus Liberibacter 
sp, by means of the iodine test and molecular PCR technique in citrus leaves. Traces of the 
presence of the  Xylella fastidiosa bacteria were detected in seven samples of plant tissue and 
insect’s vectors Homalodisca  itchthyocephala, Oncometopia clarior  y  Graphocephala sp 
present in the cultivation of citrus fruits. 
 
         
 
 
Keywords: Psílido, Cicadellidae, Vector. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La citricultura de América Latina y el Caribe, según datos de 2011, alcanza una superficie 
cultivada de 2139 080 hectáreas, con una producción total de 38 126 922 toneladas (FAOSTAT, 
2013), lo que la convierte en una parte importante de la economía en la mayoría de los países 
de la Región. -La producción de cítricos en Nicaragua es de gran importancia económica, 
generando 24,5 millones de dólares anuales, está a cargo de 11077 productores, en una 
superficie aproximada de 21100 hectáreas, además esta industria genera 4,000 empleos directos 
y 5,000 indirectos. En Nicaragua el cultivo de naranjas ocupa el 80% (16,880 ha) de la 
producción total de cítricos, mientras que el 10% (2,110 ha) corresponde a las mandarinas, el 
7% (1,477 ha) a limones (Lacayo, 2013). La citricultura en la Región está siendo amenazada 
por el Huanglongbing (HLB), considerada la enfermedad más devastadora de los cítricos a nivel 
mundial debido a los daños directos que ocasiona en plantas y frutos, además dificulta su 
diagnóstico temprano y su mecanismo de dispersión a través de insectos vectores. 
 El agente causal del HLB es una alfa-proteobacteria no cultivada (Bastianel et al., 2005), Gram 
negativa restringida al floema de la planta, que prácticamente todas las especies de cítricos son 
sensibles a esta enfermedad. La bacteria del HLB pertenece al género Candidatus Liberibacter 
del cual se conocen tres especies, “Ca. L. asiaticus” reportada por primera vez en los países 
asiáticos y presente también en Brasil y Estados Unidos (Florida), “Ca. L. africanus” presente 
en los países africanos y “Ca. L. americanus” presente en Brasil (Bové, 2007). La bacteria es 
transmitida de un árbol a otro por los insectos  vectores Diaphorina citri (Kuwayamaa) en Asia 
y América, y Trioza erytreae en África, prácticamente no se conoce cura excepto el uso de 
material libre de la enfermedad (Bové y Ayres, 2007). Los síntomas de la enfermedad en hojas 
presentan aclaramiento de nervaduras, manchas o moteados, algunas veces asimetría y  y  
engrosamiento de las nervaduras de las hojas. 
El primer reporte de la presencia del HLB en Nicaragua fue en el 2014, los Servicios Regionales 
fitosanitarios distribuidos a nivel nacional correspondiente a este año reflejan un total 1,045 
sitios explorados de los cuales se reportaron 37 nuevos focos de ellos 36 en el municipio de 
Masaya y uno en el departamento de Carazo. Otro patógeno que afecta seriamente al cultivo de 
los cítricos es Xylella fastidiosa una bacteria conocida en el continente americano desde hace 
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más de un siglo, donde produce enfermedades en numerosas plantas cultivadas, y especies de 
plantas  ornamentales y forestales (Janse y Obradovic, 2010).  
En 1987 la clorosis variegada de los cítricos (CVC) en Brasil ocasiono problemas considerables 
en la citricultura  (Hopkins y Purcell, 2002). La enfermedad fue observada en distintas 
variedades de naranjo dulce, que producía clorosis en hojas y decaimiento de los árboles, 
haciéndolos económicamente improductivos (Chang et al., 1993; Hartung et al., 1994). En la 
década de 1940 se demostró la transmisión de la enfermedad por  insectos vectores. (Purcell, 
2013; Janse y Obradovic, 2010).  
El ciclo de Xylella fastidiosa es dual, una parte de su vida permanece en los insectos vectores 
que la trasmiten y otra parte en la planta infectada, donde puede causar la enfermedad. El 
crecimiento sistémico de X. fastidiosa en los tejidos del xilema de las plantas que infecta 
propicia que la utilización del material de plantación o para injerto sea una de las vías por las 
que la bacteria puede ser introducida en una zona libre de ella. Sin embargo, la transmisión de 
X. fastidiosa de una planta infectada a otra sana, tiene lugar por insectos chupadores capaces de 
alcanzar el xilema en los tejidos infectados donde se encuentra la bacteria. Actualmente existen  
identificadas 359 especies de plantas hospedadoras de la bacteria pertenecientes a 75 familias, 
39 especies de insectos y 19 géneros de Cicadellinae vectores de X. fastidiosa en el continente 
americano (EFSA, 2015). 
En Nicaragua el diagnostico de HLB se basa principalmente en  observación de síntomas, el 
monitoreo del insecto vector, prueba rápida de yodo y confirmación de PCR realizada por el 
instituto de protección y sanidad agropecuaria (IPSA), mientras que  X. fastidiosa se sospecha 
que la enfermedad está presente, pero aún no ha sido confirmada,  por tanto  el objetivo del 
estudio fue detectar mediante técnica molecular (PCR) la presencia de Candidatus Liberibacter 
sp (Huanglonbing) y Xylella fastidiosa en el cultivo de cítrico del  banco de germoplasma INTA 
-Masatepe por ser un área de comercialización de plantas de cítricos a productores de la zona. 
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II. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo general 
 
Detectar mediante técnica molecular (PCR) la presencia de Candidatus Liberibacter sp 
(Huanglonbing) y Xylella fastidiosa en el cultivo de cítrico en el banco de germoplasma. 
 
2.2. Objetivos específicos  
 
Determinar presencia de   insectos vectores de las bacterias Candidatus Liberibacter sp y Xylella 
fastidiosa. 
Identificar mediante prueba presuntiva de Yodo la presencia Candidatus Liberibacter. 
Identificar mediante prueba molecular (PCR) las especies de  Candidatus Liberibacter  y Xylella 
fastidiosa en tejido vegetal e insectos vectores. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
  
3.1. Ubicación del área de estudio 
El estudio para la detección molecular de Candidatus Liberibacter (HLB) y Xylella fastidiosa 
(CVC), se realizó en el laboratorio de microbiología de la universidad nacional agraria (UNA),  
ubicado en el km12 carretera norte municipio de Managua con altitud de 56 m.s.n.m  
coordenadas 86° 09′ 36″ longitud Oeste, y  12° 08′ 15″ latitud norte (INETER, 2006). 
3.2. Colecta  de tejido vegetal e insectos vectores  
La colecta  se realizó en el banco de germoplasma  INTA- Masatepe ubicado  en la comunidad 
de Campos Azules, con  altitud  de 455.41 m s. n. m.  y coordenadas 11° 55′ 0″ N, 86° 9′ 0″ S. 
La colecta realizada fue de forma selectiva o dirigida, (NIMF 31).  Se seleccionaron  árboles 
que manifestaban síntomas de la enfermedad Huanglongbing (HLB) y Clorosis variegada de los 
cítricos (CVC), además se colocaron trampas amarillas pegajosas en los arboles con el objetivo 
de monitorear insectos vectores.   
3.2.1. Colecta de tejido vegetal 
 Se colectaron muestras de hojas en el banco de germoplasma para yemas y patrón posterior se 
llevaron al Laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional Agraria. Se seleccionaron 
hojas con síntomas de Huanglongbing (HLB) que presentaban manchas o moteado clorótico con 
distribución irregular y asimétrica que pueden confundirse  con deficiencias minerales además 
de observarse engrosamiento en la nervadura central. Las muestras que mostraron reacción 
positiva a la prueba de yodo en campo se trasladaron al laboratorio de microbiología para  
realizar la prueba de PCR.  Para el diagnóstico de  Xylella fastidiosa  se seleccionaron hojas que 
presentaban síntomas como manchas cloróticas en el haz y lesiones gomosas abultadas en el 
envés con aspecto acuoso (FAO, 2003., EPPO/CABI, 2009) (Figura 1). 
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3.2.2. Colecta de insectos vectores 
Se colocaron ocho trampas amarillas (Delta Semiotrap color amarillo pegajosa), cinco de ellas 
en el banco de yemas y tres en el banco de patrón, estas permitieron el monitoreo de insectos 
vectores. Las trampas se revisaron en intervalos de quince días, a la vez se realizó la colecta del 
insecto en las hojas a través de un aspirador entomológico, que permite la colecta directa del 
insecto, para posteriormente realizar la prueba de PCR a nivel de laboratorio. La identificación 
de insectos vectores  se realizó utilizando la clave de Maes (1993) y la clave interactiva 
Sharpshooter Leafhoopers of the world ( https://naturalhistory.museumwales.ac.uk). 
3.3. Prueba presuntiva de Yodo para la identificación de C. Liberibacter 
La técnica se basa en una reacción del Yodo, con el almidón acumulado en la planta enferma. 
Este diagnóstico rápido de campo tiene un 80% de certeza, pero requiere de un diagnostico 
confirmativo, mediante la técnica de laboratorio de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Para ser aplicada  a los tejidos infestados, se limpiaron  de cuerpos extraños y acumulaciones de 
polvo que se encuentren sobre las hojas con ayuda de papel toalla, se froto con papel de lija 20 
veces sobre la vena central, en el haz o envés de la hoja, se colocó la lija frotada en el envés de 
la hoja en una bolsa plástica  para agregar 1ml de agua destilada, posteriormente se agito la lija 
que está dentro de la bolsa, para que los tejidos pegados en la misma se desprendan y se mezclen 
con el agua destilada, se movió la lija a un lado de la bolsa y se agregó una gota de yodo a la 
solución de tejido y agua. Se espero de  3 a 5 minutos para la reacción del yodo con el almidón 
y se  observó cambio de color del líquido. El color azul-negro significa  que la planta 
posiblemente está infectada con HLB  en un 80%  y el color amarillo indica que la planta está 
sana. Como control positivo de la prueba se utilizó hojas con síntomas y resultado positivo 
mediante PCR, para HLB. (OIRSA, 2015) 
Figura 1. Hojas con síntomas de HLB (A) y Xylella fastidiosa  (B) en cítrico 
A B 
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3.4.  Extracción de ADN en tejido vegetal 
Para la extracción de ADN se utilizó el método CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio ) 
descrito por Doyle and Doyle (1990) el cual consiste en calentar el buffer de extracción CTAB 
por 30 minutos a 65ºC. Se colocaron 0.3 a 0.5 gramos de tejido vegetal  fresco en un mortero y 
se macero el tejido con 4ml de buffer de extracción. El contenido de la solución macerada se 
depositó en un  tubo Eppendorf de 1.5ml y se incubo a 65 oC por  60 minutos, posteriormente 
se centrifugo a 12,0000rpm por 10 minutos. Se extrajo 400ul del sobrenadante y se trasfirió a 
un nuevo tubo Eppendorf  de 1.5ml,  se adicionaron 400 μl de CTAB 2% (buffer) y 1 ul de 
RNasa  y se incubo  65oC por 30 minutos. Posterior a la incubación, se adicionaron 400 μL de 
cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), se centrifugó por 10 minutos a 14,000 rpm, se tomó el 
sobrenadante y se transfirió a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregó nuevamente 
cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó por 5 minutos a 14,000 rpm. El 
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se adicionaron 350 μl de 
isopropanol, se incubó por 15 minutos a -20oC, se centrifugó a 14,000 rpm por 15 minutos y se 
eliminó el sobrenadante. Al pellet resultante se le adicionaron 100 μl de etanol mezclando por 
inversión, se centrifugó a 14,000 rpm por 4 minutos, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar 
a temperatura ambiente. Posteriormente, el pellet fue suspendido en 100 μl de agua calidad 
molecular o Tris-EDTA (TE) buffer, se adicionó 1μl de la ribonucleasa ARN-asa y se incubó 
por 20 minutos a 37ºC. El ADN extraído se mantuvo a una temperatura de -20oC hasta su uso. 
3.5.  Extracción de ADN  del  insecto vector 
Para la extracción de ADN se utilizó el método CTAB descrito por Doyle and Doyle (1990) que 
consistió en calentar el buffer de extracción CTAB por 30 minutos a 65ºC. Se colocaron  0.1 a 
0.3 gramos de  insectos en un tubo Eppendeorf 1.5ml mortero y se maceró con 400ul  de buffer 
de extracción. El contenido de la solución macerada se incubo a 65oC por  60 minutos, 
posteriormente se centrifugó a 12,0000rpm por 10 minutos. Se adicionaron 400 μl de CTAB 2% 
(buffer) y 1 ul de RNasa  y se incubo  65oC por 30 minutos. Posterior a la incubación, se 
adicionaron 400 μl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), se centrifugó por 10 minutos a 
14,000 rpm, se tomó el sobrenadante y se transfirió a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, 
posteriormente se  agregó nuevamente cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó por 
5 minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, 
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se adicionaron 350 μl de isopropanol y  se incubó por 15 minutos a -20oC, se centrifugó a 14,000 
rpm por 15 minutos y se eliminó el sobrenadante. Al pellet resultante se le adicionaron 100 μl 
de etanol mezclando por inversión, se centrifugó a 14,000 rpm por 4 minutos, se eliminó el 
sobrenadante y se dejó secar a temperatura ambiente. Posteriormente, el pellet fue hidratado en 
100 μl de agua calidad molecular o Tris-EDTA (TE) buffer, se adicionó 1μl de la ribonucleasa 
ARN-asa y se incubó por 20 minutos a 37ºC. El ADN extraído se mantuvo a una temperatura 
de -20oC hasta su uso. 
3.6.   Identificación molecular de Candidatus Liberibacter 
La identificación de C. liberibacter a nivel de genero se realizó mediante la técnica PCR 
convencional con reacciones de 25 µl de volumen final, que consistió  en 2 µl   de muestra a 
estudiar, 12.5 µl  de Master Mix (PROMEGA), 7.5 µl  de agua libre de nucleasas y el par de 
iniciadores rplA2 delantero (TATAAAGGTTGACCTTTGGAGTTT) y rplJ5  reverso 
(ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA) que producen diferentes amplificaciones (600pb 
para Ca L. africanus y 700 pb en el caso de Ca. L. asiaticus (OIRSA, 2009). El desarrollo de la 
PCR se realizó en un termociclador Eppendorf bajo condiciones de: Desnaturalización inicial 
94 oC por tres minutos, 45 ciclo a  94oC durante 45 segundos, 53oC  durante 45 segundos y 72oC 
durante un minuto. Extensión final a 72oC durante siete minutos. El producto PCR se corrió en 
gel de agarosa 1% a 70 voltios por 45 minutos, para luego ser visualizado y registrado frente al 
transluminador. 
3.7. Identificación molecular de Xylella fastidiosa  
La identificación de Xylella fastidiosa a nivel de genero se realizó mediante la técnica PCR 
convencional con reacciones de 25 µl de volumen final, que consistió  en 2 µl   de muestra a 
estudiar, 12.5 µl  de Master  Mix (PROMEGA), 7.5 µl  de agua libre de nucleasas y el par de 
cebadores CVC-1 (AGATGAAAACAATCATGCAAA) y 272-2int (GCCGCTTCGGA-
GGAGCATTCCT) que producen un fragmento de 700pb.  El desarrollo de la PCR se realizó 
en un termociclador Eppendorf bajo las siguientes condiciones:  desnaturalización inicial 94oC 
por cuatro minutos, 40 ciclo a  94oC durante 50segundos, 56oC  durante 45 segundos y 72oC 
durante un minuto. Extensión final a 72oC durante siete minutos. El producto PCR se corrió en 
gel de agarosa 1% a 90 voltios por 45 minutos, para luego ser visualizado y registrado frente al 
transluminador 
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3.8.  Variables Evaluadas 
• Presencia de  insectos vectores en el cultivo de cítrico: Se realizo monitoreo con trampa 
amarilla pegajosa  de insectos vectores en intervalos de 15 días   
• Presencia de Ca. Liberibacter en muestras de tejido  e insecto  vector: Se realizó la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
• Presencia de  Xylella fastidiosa en tejido vegetal e  insectos vectores: Se realizó la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
• Especies de Ca. Liberibacter presente en las diferentes muestras Se realizó la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores rplA2 y rplJ5. 
• Numero de insectos capturados por banco de patrón y banco de yemas: Se realizo un 
recuento visual en las trampas amarillas y observación visual en brotes nuevos en plantas 
de cítrico.  
3.9. Análisis Estadístico 
La información obtenida de la  prueba rápida de yodo en campo y resultados de PCR en 
laboratorio  fueron analizados de manera descriptiva visual, posteriormente   fueron organizados 
en una base de datos en EXCEL para realizar un  análisis de frecuencia y porcentaje. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1. Presencia de insectos vectores de HLB y Xylella fastidiosa  en cítrico 
En este estudio se detectó la presencia de ocho ninfas y 19 insectos adultos del insecto vector 
Diaphorina citri causante de la enfermedad conocida como HLB en los cítricos. Las especies 
de insectos vectores de la bacteria Xylella fastidiosa encontrados fueron: 21 Homalodisca  
itchthyocephala, ocho Oncometopia clarior  y 23 especímenes del género Graphocephala sp, 
en el banco de yemas y banco de patrones respectivamente (Cuadro 1).  
Cuadro 1. Insectos vectores  identificados en el cultivo de cítrico. Banco de germoplasma INTA-
Masatepe  noviembre 2018 - febrero 2019. 
 
Mes 
Género y especie de insectos 
D. citri 
(ninfas) 
D. citri 
(adultos) 
Homalodisca 
itchthyocephala  
Oncometopia  
clarior 
Graphocephala 
sp 
BY BP BY BP BY BP BY BP BY BP 
Noviembre 0 0 1 7 6 4 2 4 5 1 
Diciembre 0 8 3 5 8 3 1 0 7 2 
Enero 0 0 2 0 0 0 0 0 3 4 
Febrero 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 
Sub Total 0 8 6 13 14 7 4 4 16 7 
     BY: Banco de yemas, BP: Banco de patrón 
Diaphorina citri  es el vector de HLB, denominado Psilido asiático de los cítricos (PAC), su 
ciclo consta de cinco instares ninfales, una vez eclosionados los huevecillos. Las ninfas se 
alimentan principalmente de los brotes nuevos y pueden doblar las hojas en desarrollo para 
protegerse durante el proceso de alimentación (SENASICA 2011). Además del daño potencial 
por HLB, los psílidos cuando se alimentan de los brotes tiernos, extraen gran cantidad de savia, 
provocando el desarrollo de fumagina, que obstaculiza la función fotosintética (González et al., 
2007) debilitando la planta, lo que en grandes poblaciones puede causar mortalidad de ramas e 
incluso llegar a secar el árbol (SENASICA, 2012). 
Estudios realizados a nivel de campo han demostrado que el género Homalodisca sp, con 
características anatómicas y fisiológicas similares a las del género Oncometopia sp, presenta 
rangos de vuelo que pueden llegar hasta 100m cuando se presentan condiciones de viento 
favorables (Coviella et ál, 2006), lo cual hace suponer que las hembras de O. clarior, son 
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capaces de desplazarse a distancias considerables con respecto a sus hospederos habituales 
cuando se trata de seleccionar los sitios adecuados para la postura de sus huevos. 
Estudio realizado por Roberto (1996) considera a  Oncometopia clarior como una  especie 
responsable de  la transmisión de  Xylella fastidiosa  causante de la Clorosis Variegada de los 
Cítricos (CVC). El vector O. clarior se encuentra distribuido  en Estados Unidos, México, 
Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Colombia y Brasil (Maes 
2004). Las especies del género Oncometopia ovipositan en plantas herbáceas y poáceas que no 
necesariamente son fuente de alimento para las ninfas, las cuales al eclosionar reposan cerca de 
la masa de huevos donde se mantienen por algún tiempo antes de iniciar su alimentación 
(Tipping et ál. 2004).  El cicadélido de alas cristalinas presenta un hábito principalmente diurno 
se alimenta de plantas cerca de las 12:00 pm, cuando la presión del xilema y los contenidos de 
nutrientes de este tejido se encuentra en su punto máximo (Anderson et ál, 2005).  
Homalodisca sp, tiene un ciclo biológico en el que produce dos generaciones al año, pasan el 
inverno en estado adulto en zonas arboladas (Turner y Pollard, 1959), donde se refugian y 
alimentan. Los adultos son altamente polífagos y tienen un hábito alimenticio diurno con una 
tasa máxima de alimentación al medio dia (Andersen et al., 1989), que coincide con el pico de 
máxima concentración de nitrógeno y otros constituyentes orgánicos en el xilema (Andersen et 
al., 1992).  
El género Graphocephala sp es un grupo complejo  con más de 50 especies y se encuentra  
distribuida desde el sur de Canadá hasta Colombia, Venezuela, y la Guayana Francesa. El país 
con mayor número de especies es México con 39  especies, 19 de los mismos son endémicos. 
En California ha sido reportada históricamente como el género más importante que existe, 
siendo vector de la bacteria Xylella fastidiosa en uva (Redak et al., 2004). 
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4.2. Prueba presuntiva de Yodo para la identificación de C. Liberibacter 
En este estudio se realizaron 26 pruebas de yodo a muestras de tejido vegetal (hojas)  con  
síntomas  de HLB, obteniendo resultados negativos, exceptuando la muestra control positivo. 
Estos resultados indican ausencia de la bacteria C. Liberibacter. Aunque el resultado obtenido  
fue negativo en todas las muestras,  estas fueron sometidas a extracción de ADN para posterior 
análisis por  PCR y descartar resultados falsos negativos. 
 
La técnica se basa en una reacción del yodo con el almidón acumulado en la planta enferma, 
para formar poliyoduros observándose como resultado la coloración azul-negro. La bacteria del 
HLB causa una obstrucción de los haces vasculares en el floema, y la planta acumula 20 veces 
más almidón en las hojas, que cuando la planta está sana. Este diagnóstico rápido de campo 
tiene un 80% de certeza, pero requiere de un diagnóstico confirmativo, mediante la técnica de 
laboratorio de reacción en cadena de la polimerasa. (OIRSA, 2015) 
4.3. Detección molecular de Candidatus Liberibacter en tejido vegetal e insecto 
vector  
 
La PCR realizada a 45 muestras de tejido vegetal (hoja), mostraron  resultados negativos para 
Candidatus Liberibacter sp. La PCR realizada a  insectos vectores  de  D. citri mostro resultados 
negativos, indicando la posibilidad  que el insecto  vector no está transmitiendo la bacteria al 
cultivo. En este estudio no se cuantifico concentración bacteriana, sin embargo existe la 
posibilidad que la bacteria este por debajo del umbral de detección de la PCR. 
 
A B C 
Figura 2.  Prueba de yodo en hojas de cítricos. Resultados negativos (A y B) y resultado 
positivo en muestra control (C). Laboratorio de microbiología UNA,2019 
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La bacteria provoca una infección sistémica difusa en los tejidos de la planta afectada, inducida 
por Ca. Liberibacter  esto podría indicar que la concentración bacteriana en algunas partes de la 
planta está por debajo del umbral de detección a través de PCR, sin embargo esas partes 
aparentemente negativas a la PCR pueden estar infectadas, aunque son visualmente 
asintomáticas. (Ding et al., 2015; Gottwald, 2010). El floema en todo el árbol o plántula tiene 
suficiente carga bacteriana como para que el vector, D. citri, pueda adquirir y transmitir el 
patógeno, aunque se ha observado que los psílidos adultos son capaces de adquirir la bacteria 
de plantas asintomáticas, sin embargo, cuando no la adquieren de partes de la planta infectada 
no refleja resultados positivos por PCR (Briansky and Rogers, 2007).  
4.4. Detección molecular de Xylella fastidiosa en tejido vegetal e insecto vector  
 
La prueba PCR con los cebadores 272-2 int/CVC-1 resulto positiva en siete muestras de tejido 
vegetal procedentes del banco de germoplasma (yemas), representado el 18.9% de muestras 
colectadas, mientras que en el banco de patrones de injerto el resultado fue positivo en dos 
muestras de tejido representado el 25% de las muestras colectadas indicando indicios de la 
presencia de la bacteria Xylella fastidiosa en muestras con síntomas (Figura 4).  
700 pb 
 M       2        8        12       C+        N      A        C-     
Figura 3. Resultados PCR en muestras de tejido vegetal e insecto vector. M. Marcador de 
peso molecular; 2,8,12. Muestras de tejido vegetal; N. Ninfa de D. citri; A. Adulto de D. 
citri C+. Control positivo y C-. Control negativo 
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La prueba PCR con los cebadores 272-2 int/CVC-1 resulto positiva para los insectos 
Homalodisca  itchthyocephala, Oncometopia clarior y Graphocephala sp  colectados en el 
banco de germoplasma de yemas y patrones. 
 
En este estudio los  resultados de la PCR    son similares a los de Ciapina (2004), en los que  SE 
obtienen amplificaciones de  500pb, indicando que las muestras son positivas en  el ADN 
extraído a partir de   muestras de tejido de plantas de cítrico  e insecto vector  Oncometopia  
facialis, utilizando  los cebadores CVC1 y 272-2 int, indicando la presencia de la bacteria Xylella 
fastidiosa. Estudio realizado por  Li (2013) sugiere  el uso del par  de cebadores CVC1 y            
272-2int  para el diagnóstico de CVC. Para un diagnóstico complementario de Xylella fastidiosa 
se pueden usar los cebadores CVC-1 y 272-1 (EPPO, 2004).  
 
500 pb 
700 pb 
700 pb 
300 pb 
300 pb 
500 pb 
Figura 4. Resultados de PCR para Xylella fastidiosa con los cebadores 272-2 int y CVC-1. 
M: marcador de peso molecular (1kb). 2, 25,D y H: Muestras negativas.  8,12,13,17,18, 
23,24, E, G:  muestras  positivas para Xylella fastidiosa. C+: Control positivo y C-: Control 
negativo. 
M      25       D       E        G        H         C+     C- 
 M     2      8       12      13     17      18     23      24      
C+     C- 
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V. CONCLUSIONES 
 
Se detectó la presencia de ninfas e insectos adultos del insecto vector Diaphorina citri causante 
de la enfermedad conocida como HLB, así mismo se detectó los géneros de insectos 
Homalodisca itchthyocephala, Oncometopia clarior y Graphocephala sp, considerados como 
vectores de la bacteria Xylella fastidiosa.  
Los resultados obtenidos con la  prueba de Yodo en muestras de tejido  fueron negativos para 
HLB. 
Los resultados de la prueba PCR para HLB fueron negativos en tejido vegetal e insecto vector 
Diaphorina citri, mientras que para Xylella fastidiosa resulto positiva en siete muestras de tejido 
e insectos vectores Homalodisca  itchthyocephala, Oncometopia clarior y Graphocephala sp. 
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VI. RECOMENDACIONES 
 
 
Se sugiere  continuar realizando  estudios relacionados con la detección  de Xylella fastidiosa 
causante de clorosis variegada en cítricos (CVC) 
Realizar estudios relacionados con la dinámica de insectos vectores de HLB y Xylella fastidiosa. 
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VIII. ANEXOS 
 
Anexo1. Insectos vectores colectados e identificados en el cultivo de cítricos.   
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Ninfas (Ay B)   e insecto adulto (C) de Diaphorina citri, 
genero Graphocephala sp presentes en el cultivo de cítrico 
F 
E 
A 
C B 
D 
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Anexo 2. Insectos vectores colectados e identificados en el cultivo de cítricos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Genero Oncometopia sp (A,B,C y D) y Homalodisca 
ichthyocephala (E y F) presentes en el cultivo de cítrico 
A B 
C 
D 
E F 
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Anexo 3. Resultados de prueba de PCR en muestras de tejido vegetal para la identificación de 
HLB y Xylella fastidiosa en el cultivo de cítricos.  
 
Código de la muestra 
Resultados PCR 
HLB Xylella fastidiosa 
272-2int/CVC-1 
F1HN211 – – 
F1RBR4 – – 
F2H213 (2) – + 
F2RBR1 – – 
F2RBR4 – – 
F2HN1102 – – 
F3RBA1 – – 
F3RBA3 (8) – + 
F3RBA2 – – 
F3LCH4 – – 
F4NN3 – – 
F4NN2  (13) – + 
F4HN1 – – 
F4HN211 – – 
F4LC2   (12) – + 
F5NC4 – – 
F5NC3  (18) – + 
F5NC1 – – 
F5NC3 – – 
F5NV182 – – 
F5NV183  (17) – + 
F6LT4 – – 
F6NM1 – – 
F6NM2   (23) – + 
F6NM4  (24) – + 
F6NW1  (25) – + 
F6NW4 – – 
F7NM4 – – 
F7NC3 – – 
F7NM3 – – 
F7NC2 – – 
F7NJ2 – – 
F7NJ4 – – 
F8MC1 – – 
F8NW3 – – 
F8NW2 – – 
F8MC4 – – 
A – – 
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Anexo 4. Resultados de prueba PCR en muestras de insectos vectores para la identificación de 
HLB y Xylella fastidiosa en el cultivo de cítricos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B – – 
C – – 
D – + 
E – + 
F – – 
G – – 
H – – 
 
Código de la muestra 
Resultados PCR 
HLB Xylella fastidiosa 
272-2int/CVC-1 
 BY BP BY BP 
Insectos (D. citri) – –   
Ninfas (D. citri) – –   
Homalodisca ithyocephala   + + 
Graphocephala sp   + + 
Oncometopia clarior    + + 
